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(57) Abstract 



The invention concerns a recognition system comprising (a) at least an immobilised binding constituent A and at least a binding site 
for the recognising species B and (b) at least a recognising species B capable of being fixed on the constituent A and at least a binding site 
for a substrate S, the binding of constituent A on the recognition species B intervening in the form of a molecular pairing system, 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Erkennungssystem enthaltend (a) mindestens eine immobilisierte Bindungskomponente A mit 
mindestens einer Bindestelle fur die Erkennungsspezies B und (b) mindestens eine Erkennungsspezies B. die an die Bindungskomponente 
A binden kann und mindestens eine Bindestelle fur ein Substrat S enthalt, wobei die Bindung der Bindungskomponente A an die 
Erkennzungsspezies B in Form eines molekularen Paarungssystems erfolgt. 
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Adressierbares modulares Erkennungssystem, seine Hersteliung und Venvendung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Erkennungssystem enthaltend 

(a) mindestens eine immobilisierte Bindungskomponente A mit mindestens einer Bindestelle 
fur die Erkennungsspeziess B und 

(b) mindestens eine Erkennungsspeziess B, die an die Bindungskomponente A binden kann 
und mindestens eine Bindestelle fur ein Substrat S enthalt. wobei die Bindung der Bindungs- 
komponente A an die Erkennungsspezies B in Form eines molekularen Paarungssystems er- 
folgt. 

Arrays sind Anordnungen von immobilisierten Erkennungsspezien. die speziell in der Analy- 
tik und Diagnostik eine wichtige Rolle bei der simultanen Bestimmung von Analyten spielen. 
Beispiele sind Peptide-Arrays (Fodor et aL Nature 1993, 364. 555) und Nucleinsaure-Arrays 
(Southern et aL Genomics 1992, 13, 1008; U.S. Patent Nr. 5,632.957). 

In der experimentellen Analytik lassen Arrays durch die lokalisierte Erzeugung von Ereignis- 
sen eine besonders einfache. schnelle und reproduzierbare Datenanalyse zu. Beispiele hierfur 
reichen vom physikalischen Mehrkanaldetektor bis hin zu Mikrotiterplatten in der Laborme- 
dizin. 

Arrays dienen auch zur Speicherung und Verarbeitung von Informationen und sind das 
grundlegende Konstruktionselement der Nanotechnologie. 

Weitere wichtige Anwendungsbereiche sind in der Biologic Biochemie. Medizin und Phar- 
makologie zu finden. So wird in EP-A1-0 461 462 ein Immunoassay beschrieben* bei dem 
feldartig positionierte und immobilisierte Antigene mit einem oder mehreren Antikorpern in 
Kontakt gebracht werden. In WO 96/01836 wird beispielsweise ein Array von DNA- 
Molekiilen unterschiedlicher Sequenz beschrieben. der zur Detektion von Genabschnitten 
diente und so beispielsweise zur Diagnose pathogener Bakterien fiihrte. 
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Immobilisierung durch supramolekulare Wechselwirkungen sind auch auflerhalb der Array- 
Anwendungen bekannt. So konnen Trager mit Anti-Antikorpern iiber ein kovalent an den 
Trager gebundenes Antigen fixiert werden. Die Analytik von Immunoassays basiert weitge- 
hend auf Enzym-Immunoassays (EIAs), bei denen eine enzymatisch katalysierte Reaktion die 
Prasenz eines Antigen-Antikorper- oder eines Antigen-Antikorper-Antiantikorper-Komplexes 
anzeigt. Eine der am Komplex beteiiigten Einheiten ist hierbei entweder an einem Trager im- 
mobilisiert oder selbst ein Trager, z.B. in Form von Gewebsbestandteilen. 

Derartige Signalverstarkungsverfahren haben jedoch insbesondere bezuglich der VerlaBlich- 
keit der qualitativen Aussage wie auch der Quantifizierung Nachteile. Ein besonderer Nach- 
teil von miniaturisierten Arrays sind der Aufwand und die Kosten bei der Herstellung. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war daher. ein Erkennungssystem zu finden. das einfach, 
zuverlassig. hochselektiv und zudem billig ist. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Erkennungssystem enthaltend 

(a) mindestens eine immobilisierte Bindungskomponente A mit mindestens einer Bindestelle 
fiir die Erkennungsspezies B und 

(b) mindestens eine Erkennungsspezies B. die an die Bindungskomponente A binden kann 
und mindestens eine Bindestelle fur ein Substrat S enthalt. uobei die Bindung der Bindungs- 
komponente A an die Erkennungsspezies B in Form eines molekularen Paarungssystems er- 
folgt. 



Solche Paarungssysteme sind supramolekulare Systeme nicht-kovalenter Wechselwirkung, 
die sich durch Selektivitat. Stability und Reversiblitat auszeichnen. und deren Eigenschaften 
bevorzugt thermodynamisch, d. h. durch Temperatur. pH-Wert und Konzentration beeinflufit 
werden. Solche Paarungssysteme konnen z. B. aufgrund ihrer selektiven Eigenschaften auch 
als „molekularer Klebstoff ' fur die Zusammenfuhrung von unterschiedlichen Metal lclustern 
zu Cluster- Verbanden mit potentiell neuen Eigenschaften verwendet werden [siehe z. B. R. 
L. Letsinger. et al.. Nature 1996. 382. 607-9: P. G. Schultzet al.. Nature 1996. 382. 609-1 1]. 

Daher ist es besonders vorteilhaft. wenn das Paarungssystem einen (Complex darstellt, der 
durch Assoziation der Bindungskomponente A mit der Erkennungsspezies B iiber nicht- 
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kovalente Wechselwirkungen gebildet wird. Die nicht-kovalenten Wechseiwirkungen sind 
insbesondere Wasserstoffbriicken. Salzbriicken, Stapelungen (.,Stacking ;i ), Metalligandierun- 
gen, Charee-Transfer-Komplexe und hydrophobe Wechselwirkungen. 

In einer besonderen Ausfuhrungsform enthalt das molekulare Paarungssystem gemafl der 
vorliegenden Erfindung eine Nucleinsaure und deren Analoga. insbesondere in Form einer 
Pentose, vorzugsweise einer Pentopyranose oder Pentofuranose. Im allgemeinen ist die Pento- 
se ausgewahlt aus einer Ribose, Arabinose. Lyxose oder Xylose. Besonders bevorzugt ist Py- 
ranosyl-RNA (p-RNA). Nucleinsaure mit einer oder mehreren Aminocyclohexylethansau- 
re(CNA)-Einheiten, peptidische Nucleinsaure (PNA), oder einer Nucleinsaure mit einer oder 
mehreren [2-Amino-4-(carboxymethyl)cyclohexyl]-Nucleobasen. Besonders bevorzugt sind 
Pyranosyl-Nucleinsauren (p-NA's) und vor allem p-RNA's. 

p-NA's sind im allgemeinen zur naturlichen RNA isomere Strukturtypen. bei denen die Pento- 
se-Einheiten in der Pyranoseform vorliegen und durch Phosphodiestergruppen zwischen den 
Positionen C-2* und C-4' repetitiv verkniipft sind. Unter "Nucleobase" werden dabei die kano- 
nischen Nucleobasen A, T, U, C. G, aber auch die Paare Isoguanin/Isocytosin und 2,6- 
Diaminopurin/Xanthin und im Sinne der vorliegenden Erfindung auch andere Purine und Py- 
rimidine wie Purin. 2,6-Diaminopurin. 6-PurinthioL Pyridin. Pyrimidin. Isoguanin, 6- 
Thioguanin. Xanthin. Hypoxanthin, Isocytosin. IndoL Tryptamin. N-Phthaloyltryptamin, Cof- 
fein, Theobromin. Theophyllin. Benzotriazol oder Acridin. verstanden. und vorzugsweise 
Ribopyranosyiadenosin. Ribopyranosylguanosin. Ribopyranosylthymidin. Ribopyrano- 
sylcytosin. Ribopyranosyltryptamin oder Ribopyranosyl-N-phthalotryptamin, Ribopyranosyl- 
uracil oder deren [2-Amino-4-(carboxymethyl)-ribopyranosyl]-Derivate. 

p-NA's. und zwar die von der Ribose abgeleitete p-RNA ? s. wurden zum erstenmal von 
Eschenmoser et al. beschrieben (siehe Pitsch. S. et al. Helv. Chim. Acta 1993. 76, 2161; 
Pitsch, S. et al. Helv. Chim Acta 1995, 78, 1621; Angew. Chem. 1996. 108, 1619-1623). Sie 
bilden ausschliefllich sogenannte Watson-Crick-gepaarte. d. h. Purin-Pyrimidin- und Purin- 
Purin-gepaarte. antiparallele. reversibel ..schmelzende", quasi-lineare und stabile Duplices. 
Homochirale p-RNA-Strange entgegengesetzten Chiralitatssinns paaren ebenfalls kontrollier- 
bar und sind in der gebildeten Duplex streng nicht-helical. Diese fur den Aufbau supramole- 
kularer Einheiten wertvolle Spezifitat hangt mit der relativ geringen Flexibilitat des Ribopy- 
ranosephosphat-RUckgrats sowie mit der starken Neigung der Basenebene zur Strangachse 
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und der hieraus fo.genden Tendenz zu intercatenarer Basens.ape.ung im result.erenden Du- 
plex zusammen und la* sich letzlich auf die Teilnahme eines 2-.4'-cis-disubstnuierten Rrbo- 
pyranosenngs am Aufbau des Ruckgrates zuriickfuhren. 

5 Diese vvesentlich besseren Paarungseigenschaften machen p-NA's gegenuber DNA und RNA 
fur d,e Anvvendung des Aufbaus supramo.ekularer Einheiten zu bevorzue.en Paarungssyste- 
men. S,e b.lden ein zu naturlichen Nucleinsauren onhogonales Paarunssvstem. d. h. sie paa- 
ren n.cht mu in der natMich Form vorkommenden DNA's und RNA's. was im besonderen 
im diagnostischen Bereich vorteilhaft ist. 

p-NA's eignen sich daher besonders fur die Anvvendung i m Bereich der Nanotechnologie 
bcspielsweise zur Herstellung neuer Materialien, Diagnostika und Therapeutika sowie mi-' 
kroelektronischer, photonischer bzw. optoelektronischer Baute.ie und ,ur das kontrollierte 
Zusammenfuhren molekularer Species zu supramolekularen Einheiten. vvie z B fur den 
(kombmatorischen) Aufbau von Proteinassembiies [siehe , B. A. Lombard!. J W Bryson 
W. F. DeGrado, Biomolekiils (Pep, Sc.) 1997, 40. 495-504]. da p-NA's. und besonders p- 
RNA's Paarungssysteme bilden. die stark und thermodynamisch komrollierbar sind. Eine 
weuere Anvvendung ergibt sich daher gerade im diagnostischen und dru e discoverv-Bereich 
durch die Moglichkeit, funktionel.e, bevorzugt biologische Einheiten wie Proline oder 
DNA/RNA-Abschnitte, , B. mit einem P -R N A-Code zu versehen. der nicht mu den natiirli- 
chen Nucleinsauren interferiert (siehe z. B. WO93/20242). 

Die Lange der Nucleinsaure und deren Analoga ist gemaB der vorliegenden Erfinduns minde- 
stens ca. 4-50, vorzugsweise mindestens ca. 4-25, insbesondere mindestens ca. 4-15. vor al- 

iem mindestens ca. 4-10 Nukleotide. 

Im allgemeinen ist die Bindungskomponente A an einem Trager immobilisiert. 

Unter dem Begriff „immobilisierr versteht man im Sinne der vorliegenden Erfindung die 
Ausb.ldung einer kovalenten Bindung, quasi-kovalenten Bindung oder supramolekularen 
Bmdung durch Assoziation von zwei oder mehreren molekularen Spezien wie linear konsti- 
Uuerte Mo.ekaie. insbesondere Peptide. Peptoide. Proteine. .ineare O.ioo- oder Po.vsacchari- 
de, Nucleinsauren und deren Analoga. oder Monomere wie Heterocvc.e, insbesondere Stick- 
stoffheterocyclen. oder nichtlinear konstituierte Mo.eku.e vvie verzwei.e Oliuo- oder Poly- 
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saccharide oder Antikorper und deren funktionelle Teile. Funktionelle Teile von Antikorper 
sind beispielsweise Fv-Fragmente (Skerra & Pluckthun (1988) Science 240, 1038). einzelket- 
tige Fv-Fragmente (scFv; Bird et al. (1988), Science 242. 423: Huston et al. (1988) Proc. Natl. 
Acad. Sci. U.S.A., 85, 5879) oder Fab-Fragmente (Better et al. (1988) Science 240. 1041). 

Die Tragerung erfolgt somit im allgemeinen kovalent. quasi-kovalent. supramolekular oder 
physikalisch wie magnetisch (A. R. Shepard et al. (1997) Nucleic Acids Res., 25. 3183-3185. 
Nr. 15), im elektrischen Feld oder durch einen Molekularsieb. Die Bindungskomponente A 
wird hierdurch entweder direkt an der Position des Tragers synthetisiert oder an bestimmte 
Positionen des Tragers „gelinkf . Beispiele sind {Conjugations- und Tragerverfahren iiber 
Perjodatoxidation und reduktiver Aminierung der Schiffbase. N-Hydroxisuccinimidester von 
vorzugsweise Dicarbonsaurelinker. Ethylendaminphosphoamidatlinker. Mercapto-. Jodacetyl- 
oder Maleinimido-Verfahren und/oder kovalente oder nicht-kovalente Biotin-Linker- 
Verfahren. 



Unter dem Begriff .Jrager" versteht man im Sinne der vorliegenden Erfindung Material, ins- 
besondere Chipmaterial, das in fester oder auch gelartiger Form vorliegt. Als Tragermateriali- 
en eignen sich beispielsweise Keramik, Metall, insbesondere Edelmetall. Glaser. Kunststoffe, 
kristalline Materialien bzw. dunne Schichten des Tragers. insbesondere der genannten Mate- 
rialien. oder (bio)molekulare Filamente wie Cellulose. Gerustproteine. 

Eine besondere Ausfuhrungsform ist daher em erfindungsgemaBes Erkennungssystem. bei 
dem die Bindungskomponente A an einen Trager iiber eine kovalente Bindung. quasi- 
kovalente Bindung oder supramolekulare Bindung durch Assoziation von zwei oder mehreren 
molekularen Spezien wie Iinearkonstituierte Molekule, insbesondere Peptide. Peptoide. Pro- 
teine, lineare Oligo- oder Polysaccharide. Nucleinsauren und deren Analoga, oder Monomere 
wie Heterocyclen, insbesondere Stickstoffheterocyclen. oder nichtlinear konstituierte Mole- 
kule wie verzweigte Oligo- oder Polysaccharide oder Antikorper und deren funktionelle Teile 
wie Fv-Fragmente, einzelkettige Fv-Fragmente (scFv) oder Fab-Fragmente. immobilisiert ist. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform ist die Bindungskomponente A an definierten Stelien des 
Tragers. insbesondere in Form einer Matrix, immobilisiert. wobei die definierten Stelien des 
Tragers vorzugsweise adressiert sind. 
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GemaB dem bevorzugten Erkennungssystem wird daher ein Molekul in der mobilen (Puffer- 
Phase mit der entsprechenden Komplementarsequenz nur an der Position der passenden 
Adresse einen supramolekularen {Complex spontan ausbiiden. Sind an diese mobile Komple- 
mentaradresse durch chemische (Konjugate) oder supramoiekulare Verbindungsbildung 
(Komplexe) weitere Einheiten mit besonderen Funktionen wie z.B. der eines Antikorpers ge- 
bunden, wird je nach venvendeten Adressenmuster auf demselben Immobilisat-Array ein 
unterschiedlicher Funktionsarray aufgespannt. 

Die grofien Vorteile eines solchen modularen Systems sind die identische einmaiige Bereit- 
stellung der Tragereinheiten fur unterschiedlichste Anwendungen und die in situ Erzeugung 
nicht- haltbarer Bio-Konjugate etwa aus Proteinen. Enzymen oder lebenden Zellen und dem 
Paarungsrest. 

Ein weiierer Vorteil ist die schrittweise Erzeugung von Substratbindungsereignis und dem 
meBbaren Bindungsereignis an der Tragerposition, d. h. das Substrat kann vollig ungehindert 
einen ersten Komplex mit der losiichen, adressierten Komponente (Erkennungsspezies B) 
bilden und anschlieBend im Raum der Tragerposition paarend an die Bindungskomponente A 
immobilisieren. 

Es ist ferner besonders bevorzugt, wenn die Bindungskomponente A an eine Trager-Elektrode 
des Tragers immobilisiert ist. da beispielsweise durch eine Signalverstarkung des Impedanz- 
verhaltens von Trager-Elektroden bei Bindungsereignissen ein elektronisch lesbares Signal 
erzeugt wird. Entsprechende Elektrodenprozesse sind bei R. P. Andres (1996) Science. 272. 
1323-1325 und entsprechende Impedanzmessungen sind bei M. Stelzle et al. (1993) J. of Phy- 
sical Chem.. 97, 2974-2981 beschrieben. 

Als Erkennungsspezies B ist beispielsweise ein Biomolekiil geeignet. welches z. B. ausge- 
wahlt ist aus einem Peptid. Peptoid. Protein wie Rezeptor oder funktionelle Teile davon wie 
die extrazellulare Domane eines Membran-standigen Rezeptors, Antikorper oder funktionelle 
Teile davon wie Fv-Fragmente. einzelkettige Fv-Fragmente (scFv) oder Fab-Fragemente, oder 
Zellbestandteile wie Lipide. Glykoproteine. Filamentbestandteile, oder Viren. Virenbestand- 
teile wie Kapside, oder Viroide. oder deren Derivate wie Acetate und deren wirksame Teile, 
oder Substanzbibliotheken wie Ensembles von sich strukturell unterscheidenden Verbindun- 
gen. vorzugsweise oligomere oder polymere Peptide. Peptoide. Saccharide. Nucleinsauren. 
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Ubhchenveise enthalt das Biomolekul eine Bindereg.on fur die Binduneskomponente A. die 
vorzugsweise eine der oben beschriebenen Nucleinsauren oder deren Analoga darstellt. Im 
allgemeinen wird hierbei das Biomolekul an eine ausgewahlte Nucleinsaure oder Analog 
uber einen Linker gebunden. Beispielsweise eignet sich ein Uracil-basierender Linker, bei 
dem vorzugsweise die 5-Position des Uracils modifizien wurde. z. B. N- 
Phthaloylaminoethyluracil, aber auch ein Indol-basierender Linker, vorzugsweise Tryptamin- 
derivate, wie z. B. N-Phthaloyltryptamin. 

In einer besonderen Ausfuhrungsform enthalt die immobilisierte Binduneskomponente A ver- 
schiedene Bindestellen fiir verschiedene Erkennungsspezien B. wodurch verschiedene Erken- 
nungsspezien B an der Bindungskomponente A binden konnen. 

In einer weiteren Ausruhrungsform ist mindestens eine weitere Erkennungsspezies B an die 
Bindungskomponente A immobilisiert 

Daher ist ein weiteres erfindungsgemalks Erkennungssystem dadurch gekennzeichnet. dafl es 

(a) mindestens eine immobilisierte Bindungskomponente A mit mindestens 2 + n verschiede- 
nen Bindestellen fur mindestens 2+n verschiedene Erkennungsspezien Bl. B2 ... Bn und eine 
weitere von der Erkennungsspezies Bl. B2 ... Bn verschiedene Erkennungsspezies B(n+3), 
die an die immobilisierte Bindungskomponente A immobilisiert ist. und 

(b) mindestens (n+3) verschiedene Erkennungsspezien B 1 . B2 ... B(n-r3). 

wobe, n eine ganze Zahl von 0-20, vorzugswe.se 0-10. insbesondere 0-5. vor allem 0 oder 1 
bedeutet. 

In einer weiteren Ausgestaltung stammt die Erkennungsspezies B1. B2 ... Bn aus einer Sub- 
stanzbibliothek. 



Zur Strukturanalyse eines Komplexes aus einer Substanzbibliothek ist es besonders vorteil- 
haft, wenn die Struktur der Erkennungsspezies B(n+3) bekannt ist. und/oder die verschiede- 
nen Erkennungsspezien B dasselbe Substrat S erkennen. 

Unter dem Begriff ..Substrar versteht man im Sinne der vorliegenden Erfindune eine nicht- 
tragergebundene Substanz. die v 0n dem erfindungsgemaeen Erkennungssystem erkannt wer- 
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den soli. Das Substrat S ist im allgemeinen ausgewahlt aus Molekulen, vorzugsweise Arznei- 
stoffe und Pflanzenschutzwirkstoffe, Metaboliten, physiologische Botenstoffe, Derivate von 
Leitstrukturen, Substanzen, die im menschlichen oder tierischen Korper im Fall von krank- 
haften Veranderungen produzien oder im erhohten MaB produzien werden, oder Gbergangs- 
zustandanaloga, oder Peptide. Peptoide. Proteine wie Rezeptoren oder funktioneile Teile da- 
von wie die extrazellulare Domane eines Membran-standigen Rezeptors. Antikorper oder 
funktioneile Teile davon wie Fv-Fragmente, einzelkettige Fv-Fragmente (scFv) oder Fab- 
Fragememe. oder Zellbestandteile wie Lipide, Glykoproteine. Filamentbestandteile. oder Vi- 
ren, Virenbestandteile wie Kapside. oder Viroide, oder deren Derivate wie Acetate, oder Mo- 
nomere wie Heterozyklen, insbesondere Stickstoffheterozyklen. oder nichtlinear konstituierte 
Molekule wie verzweigte Oligo- oder Polysaccharide, oder Substanzbibliotheken wie Ensem- 
bles von sich strukturell unterscheidenden Verbindungen. vorzugsweise oligomere oder po- 
lymere Peptide, Peptoide. Saccharide, Nucleinsauren. Ester. Acetale oder Monomere wie He- 
terocyclen. Lipide, Steroids oder Angriffsstrukturen von Pharmaka. vorzugsweise Arznei- 
mittelrezeptoren, spannungs-abhangige Ionenkanale. Transporter. Enzyme oder Biosynthese- 
Einheiten von Mikroorganismen. 

Substanzbibliotheken sind dem Fachmann aus dem Bereich der kombinatorischen Chemie 
bekannt. Beispiele sind die leicht zuganglichen Peptidbibliotheken, erzeugt durch Permutation 
der Peptidsequenz. Paaren solche Bibliotheken, entstehen vollig neue Supra-Molekule bzw. 
Komplexe. Die beachtliche Anzahl moglicher Kompiexe beinhaltet moglicherweise Erken- 
nungsregionen fur Substrat-Molekule. ahnlich dem Epitop eines Antikorpers. Die Ausfuh- 
rungsform la(3t dann ein Screening eines solchen stochastischen Bindungsereignisses zu. Ist 
eine der Konjugatbibliotheken an den Trager gebunden, kann durch die Codonadresse bzw. 
bei gleichbleibender Adresse durch seine bloBe Position direkt seine Identitat (z.B. die Pep- 
tidsequenz) festgelegt werden. Der Array erzeugt fur einen der Paarungsstrange eine soge- 
nannte codierte Bibliothek und vereinfacht die Komplexanalytik der supramolekulareri Bi- 
bliothek. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform steilt das erfindungsgemafie Erkennungssy- 
stem einen Immunoassay dar. 
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Ein anderer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein Verfahren zur Identifiers 
ernes Substrates S in einer Probe mit Hilfe des erfindungsgemaBen Erkennungssvstems, be, 
dem 

(a) eine Erkennungsspezies B. die das Substrat S erkennt. mit der Probe in Komakt gebracht 
wird, 

(b) gleichzeitig oder nacheinander mit einer immobilisierten Erkennungsspezies B in Kontakt 
gebracht wird, und 

(c) die Bildung eines Komplexes aus immobilisierter Bindungskomponente A. Erkennungs- 
spezies B und Substrat S nachgewiesen wird. 

Insbesondere wird bei dem erfindungsgemaBen Verfahren die Bilduns des Komplexes uber 
phystkalische Parameter wie Temperatur, Salze. Losungsmittei. elektrophoretische Vorgange 
gesteuen. 



Im allgemeinen wird der sich gebildete Komplex uber eine Markieruns wie eine radioaktive 
Oder fluoreszierende Markierung, enzymatische Markierung. Redoxmarkierune. Spinmarkie- 
rung der Erkennungsspezies B nachgewiesen, oder uber den Komplex selbst, beispielsweise 
uber Elektrodenprozesse wie Uber chemische Prozesse, z. B. Redoxprozesse in der Umgebung 
oder an der Elektrode oder uber eine physikalische MeflgroBe wie uber Impedanzmessung 
oder Gleichstrommessung. 

Besondere Amplifizierungs- oder Vorkonzentrierungsschritte der Substrate werden somit fur 
v,ele Anwendungen nich, benotig,. was besonders vorteilhaft ist. Die chemische und physi- 
kahsche Heterogenic der Positionen vor und nach den Paarungsereienissen kann zudem mit 
dem d ir ektelektronischen Verfahren sehr vorteilhaft durch Parametrisierung bzw. Eichung 
uber die Software eliminiert werden. 

Das Problem. daB wichtige SubstratmolekQIe fur solche Anwenduneen Molekule der natOrli- 
chen Paarungssysteme DNA und RNA selbst sein konnen und somit mit der Adressierung in 
storende Wechselwirkung treten wiirden. wird dadurch gelost. daB besonders stabile, selektive 
und nicht-naturliche Paamngssysteme. wie z. B. p-NA's. verwendet werden. 

Die vorliegende Erfindung bezieht sich daher auch auf ei„ Verfahren. mit dem Erkennungs- 
spec.es. bevorzugt natiirliche DNA- oder RNA-Strange ,nd Proteine. dabei 



WO 99/15893 



10 



PCT/EP98/0600I 



bevorzugt Antikorper oder funkuonelle Teile von Antikorper. durch p-NA-Abschnitte. bevor- 
zugt p-RNA-Abschnirte. eindeutig codiert werden. Diese konnen dann mit den zueehbrigen 
Codons auf einem festen Trager hybridisiert werden. Damit kann auf einem festen Traeer, der 
in Form eines Arrays mit Codons ausgestattet is,, nur durch Einstellung von Hybridisierungs- 
bedingungen mit immer neuen Kombinationen von Erkennungsspecies an den gewiinschten 
Positionen immer neue. diagnostisch niitzliche Arrays aufgebaut werden. Wird dann der 
Analyt, beispielswe.se eine biologische Probe wie Serum o. a. aufgebracht. dann werden die 
zu detektierenden Species in einem bestimmten Muster auf dem Array gebunden. welches 
dann indirekt (z. B. durch Fluoreszenzmarkierung der Erkennungsspecies) oder direkt (z. B. 
durch Impedanzmessung am Anknupfungspunkt der Codons) registriert wird. Dann wird die 
Hybridisierung durch geeignete Bedingung aufgehoben (Temperatur. Salze, Losunesmittel. 
elektrophoretische Vorgange), so daB wieder nur der Trager mit den Codons zuruckbleibt. 
Dieser wird dann emeut mit anderen Erkennungsspecies beladen und wird z. B. fur den glei- 
chen Analvten fur die Ermittlung eines anderen Musters verwendet. Die immer neue Anord- 
nung von Erkennungsspecies im Array-Format und die Verwendung von p-NA's als Paa- 
rungssysteme ist gegenuber anderen Systemen. siehe z. B. WO 96/13522. besonders vorteil- 
haft. 



Nach dem erfindungsgemafien Verfahren kann in einem weiteren Schritt der Komplcx aus 
Erkennungsspezies B und Substrat S auch isoiiert werden. Hierzu wird z. B. der Komplex aus 
Erkennungsspezies B und Substrat S nach Einfrieren des Bindungsgleichgewichts oder kova- 
lentes Cross-Linking von Erkennungsspezies B und Substrat S isoiiert. 

Das erfindungsgemalk Erkennungssystem eignet sich folglich besonders gut zum Auffinden 
eines Substrates S. zur Diagnose, zur Herstellung eines Katalvsators und/oder zur Herstellung 
eines elektronischen Bauteils. insbesondere zum Auffinden. zur Optimierung und/oder zur 
Herstellung eines Arzneiwirkstoffes oder Pflanzenschutzwirkstoffes. 

Je nach den synthetisierten Adressen konnen somit fur unterschiedliche Fragestellungen bzw. 
diagnostische Probleme schnell Kits zusammengestellt werden. die auf dem existierenden 
Codon-Array in situ das Testsystem durch Paarung bildet. Bevorzugt werden Biomolekule. z. 
B. ganz allgemein Zell- oder Virus-Bestandteile. ganz besonders monoklonale Antikorper 
oder deren funktionelle Teile. 
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Die folgenden Figuren sollen die Erfindung naher beschreiben. ohne sie zu beschriinken. 
BESCHREIBUNG DER FIGUREN 

Fig. 1 zeigt schematise* das all geme ine Prinzip einer Erkennungsspezies, die in situ um ein 
zu erkennendes Substrat erzeugt wird. Die Komplexiemngseinheit (Peptid) kann 
durch eine Tragermatrix bekannt sein. Hierbei bildet sich eine thermodynamisch oder 
kinetisch kontrolliert konstituierte Bindungstasche als Komplex mil dem Substrat. 
Die zu alien B-Einheiten komplementare Paarungseinheit A ist am Trager fixiert 
(immobilisiert). 

Fig. 2 zeigt schematisch eine Anordnung von immobilisierten Erkennungsstrukturen 
(Arrays) auf einem festen Trager. 

Fig. 3 zeigt schematisch die modulare Erzeugung eines supramolekularen Arrays. Auf dem 
gleichen Anticodon-Trager werden durch Adressierung mit den selektiven Paarungs- 
regionen unterschiedliche Immunoarrays aufgebaut. 

Fig. 4 zeigt schematisch den Aufbau eines Arrays mit 4 Tragerpositionen (Elektroden) und 

das Mefiprinzip. 

Fig. 5 zeigt schematisch UV-spektroskopisch und Impedanz-spektroskopisch den Nachweis 
der Paarung der Anticodon-Codon-Molekiile. Durch Temperaturerniedrigung paaren 
die Strange, der Pufferiiberstand verarmt, die UV-Extinktion des Oberstandes nimmt 
ab bzw. die Veranderung der Elektrodendoppelschicht wirkt auf die Impedanzmes- 
sung. 

Fig. 6 zeigt schematisch die Funktionsweise eines adressierten Immunoarrays. Lediglich 
Elektrode 3 tragi die passende Adresse zu einem Antikorper-Paarungsstrang- 
Konjugat. Wird das passende Antigen zugegeben, verandert sich die Impedanz an der 
Elektrode 1 anders als durch bloBe Pufferveranderung an den anderen Elektroden. 

Fig. 7 zeigt die Abkuhlkurven eines temperaturinduzierten UV-Paarungsexperiments mit 
zwei komplementaren p-RNA-Adressen. an die jeweils ein Histidin-Peptid konju- 
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giert ist. Die Paarung erzeugt eine Erkennungsregion fur Nickelionen als Substrat. 
Das Substrat fiihrt zu einer deutlichen Erhohung der Umwandlungstemperatur T m , 
die ohne die Histidinreste nicht beobachtet wird. 

Fig. 8 zeigt schematisch eine einfache Matrix aus zwei aufgedampften Goldelektroden. 

Fig. 9 zeigt den direktelektronischen Nachweis eines Antigen-Antikorperkomplexes auf 
einer Elektrodenposition des Arrays durch Impedanzspektroskopie. 

Fig. 10 zeigt einen zusatzlichen Nachweis des Antigen-Antikorperkomplexes auf der ades- 
sierten Elektrode mittels Fluoreszens. 

Beispiele 

Beispiel 1 

Synthese eines einen Linker enthaltenden p-RNA-Oligonucleotids mit Linker der Formel 4' 
AGGCAIndT 2': 

1.1 Festphasensynthese des Oligonucleotids 

A, G ? C T steht fur die Nucleobasen Adenin, Guanin, Cytosin und Thymin und Ind bedeutet 
Aminoethylindol (Indol CH2-CH2-NH2) als Linker in Form einer Nucleobase. 

Die vollautomatische Festphasensynthese wurde mit jeweils 15 \xmol durchgefuhrt. Ein 
Synthesezyklus besteht aus den folgenden Schritten: 

(a) Detritylierung: 5 Minuten mit 6% DCA (Dichloressigsaure) in CH2CI? (79 ml). 

(b) Waschen mit CH2CI2 (20 ml), Acetonitril (20 ml) und danach Spulen mit Argon: 

(c) Kuppiung: Waschen des Harzes mit dem Aktivator (0,5 M Pyridin.HCl in CH2CI2 (0,2 

ml) und anschlieBend 30miniitiges Behandeln mit Aktivator (0J6 ml) und Phosphorami- 
dit der entsprechenden Nucleobase (0, 76 ml : 8 eq; 0,1 M in Acetonitril) im Verhaltnis 
1/1: 
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(d) Capping: 2-miniitiges Behandeln mit 50% Cap A (10,5 ml) und 50% Cap B (10.5 ml) von 

PerSeptive Biosystems. Inc.. Texas, USA (Cap A: THF. Lutidine. Acetanhydrid: Cap B: 
1-Methylimidazol. THF, Pyridin); 

(e) Oxidalion: 1-minutiges Behandeln mit 120 ml Iodlbsung (400 mg Jod in 100 ml Acetoni- 

tril. 46 ml H 2 0 und 9,2 ml sym-Collidine); und 

(f) Waschen mit Acetonitril (22 ml). 

Zur Erleichterung der nachfolgenden HPLC Reinigung der Oligonucleotide wurde die letzte 
DMT(Dimethoxytrityl)-Gruppe nicht abgespalten. Zum Nachweis der letzten Kupplung mit 
den modifizierten Phorphoramiditen wurde nach der Synthese mit 1% des Harzes eine Trityl- 
kationabsorption in UV (503 nm) durchgefuhrt. 

1 .2 Aufarbeitung des Oligonucleotids: 

Die Abspaltung der Allyletherschutzgruppen erfolgte mit einer Losung von Tetra- 
kis(triphenylphosphin)palladium (272mg), Triphenylphosphin (272 mg) und Diethylamrnoni- 
umhydrogencarbonat in CH 2 C1 2 (15ml) nach 5 Stunden bei RT. Die Glastrager wurden da- 
nach mit CH 2 C1 2 (30ml), Aceton (30ml) und Wasser (30ml) gewaschen. Urn Palladiumkom- 
plexreste zu entfernen. wurde das Harz mit einer walirigen 0,1 M Natriumdiethyldithiocarba- 
mathydratlosung gespult. Die obenerwahnte Waschoperation wurde in einer umgekehrten 
Reihe noch einmal durchgefuhrt. AnschlieOend wurde das Harz am Hochvakuum 10 Minuten 
getrocknet. Der Abspaltungsschritt vom Glastrager bei gleichzeitiger Debenzoylierung wurde 
in 24% Hydrazinhydratlosung (6ml) bei 4°C durchgeriihrt. Nach HPLC-Kontroile an RP 18 
(18-25 Stunden) wurde das Oligonucleotid „Trityl ON" mittels einer aktivierten (Acetonitril, 
20 ml) Waters Sep-Pak Cartridge vom Hydrazin befreit. Das Hydrazin wurde mit TEAB, 
0,1M (30ml) gewaschen. Das Oligonucleotid wurde dann mit AcetonitrilATEAB, 0.1M (10ml) 
eluiert. AnschlieDend wurde mittels HPLC zur Abtrennung von Abbruchsequenzen gereinigt 
und die DMT-EntschUtzung (30 ml 80%ig wafirige Ameisensaure) durchgefuhrt. Abschlie- 
Dende Entsalzung (uber Sep-Pak Kartouche, mit TEAB Puffer 0,1M/Acetonitril: l'l) lieferte 
das reine Oligonucleotid. 

Beispiel 2 



Jodacetsiierung von p-RNA mit N-(Jodacetyloxy)-succinimid 
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/?-RNA-Sequenz : 4' AGGCAIndT 2' M vv = 2266,56 g/mol, hergestelit gemaB Beispiel 1. 

1 eq. der p-RNA wurde in einer 0.1 molaren Natriumhydrogencarbonatlosung (pH 8 ? 4) gelost 
(1 ml pro 350 nmol) und mit einer Losung von N-(Jodacetyloxy)-succinimid in DMSO ver- 
setzt (40 ul pro mg). Man dunkelt den Ansatz mit Aluminiumfolie ab und liefi ihn bei Raum- 
temperatur fur 30-90 Minuten stehen. 

Der Fortgang der Reaktion wurde mittels analytischer HPLC verfolgt. Die Standardbedingun- 
gen waren: 

Puffer A : 0.1 molarer Triethylammoniumacetat-Puffer in Wasser 

Puffer B : 0.1 molarer Triethylammoniumacetat-Puffer in Wasser: Acetonitril 1 :4 

Gradient : von 10% B startend auf 50% B in 40 Minuten 

Saulenmaterial : 10 ^M LiChrosphere ® 100 RP-18 von Merck Darmstadt GmbH: 250 x 4 
mm 

Retentionszeit der Edukte: 18,4 Minuten 

Retentionszeit der Produkte in diesem Falle : 23,1 Minuten 

Nach beendeter Reaktion wurde der Ansatz mit Wasser auf das vierfache Volumen verdiinnt. 
Man aktivierte eine Waters Sep-Pak-Kartusche RP-18 (ab 15 oD 2 g Fullung) mit 2 x 10 ml 
Acetonitril und 2 x 10 ml Wasser. trug das Oligonucleotid auf. liefi einsinken. wusch das Re- 
aktionsgetafl mit 2x10 ml Wasser, wusch mit 3x10 ml Wasser nach. urn Salz und Reagenz 
zu entfernen. und eluierte zuerst mit 5 x 1 ml 50:1 Wasser : Acetonitril und anschlieBend mit 
1:1. Das Produkt eluierte in den 1 : 1 -Fraktionen in sehr guter Reinheit. Die Fraktionen wurden 
in der Kalte und im Dunkeln eingeengt, vereinigt, und wieder eingeengt. 

Die Ausbeuten wurden mittels UV-Absorptionspektrometrie bei 260 nm bestimmt. 
Massenspektrometrie : 

Sequenz : 4' AGGCAInd(CH 2 CH 2 NHCOCH 2 -I)T 2' 

berechnete Masse : 2434.50 g/mol 
gefundene Masse MH 2 2+ : 1217.9 g/mol = 2433 



Beispiel 3 
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{Conjugation von /?-RiNA an ein Peptid der Sequenz (His) 6 : 

Die jodacetyiiertep-RNA (M w = 2434,50 g/mol) wurde in einem Puffersystem gelost (lOOOul 
pro 1 14 nmol) und dann mit einer Losung des Peptides in Puffer versetzt (2 moleq. (His) 6 - 
Peptid). 

Puffersystem : Borax/HCI-Puffer der Firma Riedel-de Haen, pH 8,0, wurde im Verhaltnis 1:1 
mit einer 10 millimolaren Losung von EDTA-Dinatriumsalz in Wasser gemischt und auf pH 
6,3 mit HCI eingestellt. Man erhieit dadurch eine Losung, die 5 mM Na 2 EDTA enthalt. 

Man belieB den Ansatz bis zum vollstandigen Umsatz bei Raumtemperatur im Dunkeln. Die 
Reaktion wurde mittels HPLC-Analytik verfolgt. Nach beendeter Reaktion wurde der Ansatz 
direkt mittels RP-HPLC gereinigt. Die Fraktionen wurden in der Kalte und im Dunkeln ein- 
geengt, vereinigt, und wieder eingeengt. Man nahm in Wasser auf und entsalzte. Man akti- 
vierte eine Waters Sep-Pak-Kartusche RP-1 8 (ab 15 oD 2 g Fullung) mit 2 x 10 ml Acetonitril 
und 2 x 10 ml Wasser, trug das Oligonucleotid auf, HeB einsinken, wusch das ReaktionsgefaB 
mit 2 x 10 ml Wasser, wusch mit 3 x 10 ml Wasser nach, urn das Salz zu entfernen, und elu- 
ierte mit Wasser : Acetonitril 1:1. Die Produkt-Fraktionen wurden eingeengt, vereinigt, und 
wieder eingeengt. 

Die Ausbeuten wurden mittels UV-Absorptionspektrometrie bei 260 nm bestimmt. Sie er- 
reichten 70-95% der Theorie. 

HPLC-Analytik: 

Puffer A : 0,1 molarer Triethylammoniumacetat-Puffer in Wasser 

Puffer B : 0,1 molarer Triethylammoniumacetat-Puffer in Wasser: Acetonitril 1 :4 

Gradient : von 10% B startend auf 50% B in 40 Minuten 

Saulenmaterial : 10 uM LiChrosphere ® 100 RP-1 8 von Merck Darmstadt GmbH: 250 x 4 
Retentionszeit des Produktes : 16.9 Minuten 

Massenspektrometrie : 

Sequenz : 4' AGGCAlnd(CH 2 CH 2 NHCOCH2-(His) 6 T 2' 

berechnete Masse : MH 2 2+ : 1626,9 g/mol 
gefundene Masse MH 2 2+ : 1626,0 g/mol 



WO 99/15893 



16 



PCT/EP98/06001 



Analog wurde die komplementare Sequenz 4' Ind(CH 2 CH 2 NHCOCH2-(His) 6 TGCCT 2' 
hergestelit: 

berechnete Masse MH2 2 *: 1436,2 g/moi 
gefiindene Masse MH2 2 * : 1436,4 g/mol 

Analog wurden auch Peptidbibliotheken zur Bildung von Erkennungsregionen an die p-RNA 
konjugiert. 

Im UV-Losungsexperiment konnte nachgewiesen werden, dafl die Wechselwirkung der Hi- 
stidinuntereinheiten mit einem Substrat (Nickel-Ionen), die Paarungseigenschaften selbst be- 
einflussen. Eine je 5jiM p-RNA-Konjugatlosung in lOmM Tris HC1 150mM ukrarein NaCl 
zeigte im UV-Paarungsexperiment ein T m von 32°C, der sich nach Zugabe von 10 Aquiva- 

lenten Kickel-Ionen pro Strang um 10° C auf 42° erhohte. Somit geht der Nachweis, d. h. die 
Erkennung eines Substrates hier sehr vorteilhaft mit der Adressierung selbst einher; das ent- 
spricht auf der Tragermatrix dem immobilisierungsvorgang. 



Beispiel 4 

Direktelektronische Detektion einer Antikorper/Antigen-Erkennung auf dem adressierbaren 
Erkennungssystem 

Eine einfache Matrix aus zwei aufgedampften Goldelektroden vvurde als Beispiel eines adres- 
sierbaren Erkennungssystems verwendet (siehe Fig. 8). 

An eine jodacetylierte p-RNA Sequenz wurde eine im Handel erhaltliche Thiol-reduzierte 
Antikorpereinheit (Rockland Immunochemicals, Pennsylvania, USA) wie oben beschrieben 
ankonjugiert. 

Die komplementare p-RNA-Einheit 4*Ind--TAGGCAAT 2' wurde mittels 100 equivalenten 
Traut s Reagenz in ImM wassriger EDTA und Borax Puffer pH 9.5 am Aminoiinker Thiol- 
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aktivien. nach 6 Stunden reversed-phase-HPL-chomatographisch gereinigt, und uber Nacht an 
einer der beiden frisch mitteis UV-licht gereinigten Gold-Elektroden gebunden. Nur diese 
Elektrode bindet das Antikorper-p-RNA-Konjugat durch Paarung (siehe Fig. 9). 

Die Figur zeigt das Impedanz-Signal (ohne weitere Beschaltung; Spektrometer Solanon In- 
struments 1260 interface; Solarton Instruments SI 1287) des thio-reduzierten Antikorpers, der 
direkt uber Nacht auf eine frisch gereinigte Elektrode der beschriebenen Art gebunden wurde 
vor und nach einer Antikoiper-Antigen-Komplexierung des immobilisierten Antikorpers unter 
den Pufferbedingungen 1/15 mol/1 Na 2 HP0 4 , KH 2 P0 4 , pH 7.4 und Raumtemperatur. 

Das Erkennungs-Ergebnis konnte im gewahlten Fall mitteis Fluoreszenzmarker gepriift wer- 
den, da das im Handel erhaltliche Antigen (eine Human-IgG-F(ab f )2-Fraktion Rockland Im- 
munochemicals) Fluorescein-markiert ist (siehe Fig. 10). 
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Patentanspriiche 

1 . Erkennungssystem enthaltend 

(a) mindestens eine immobilisierte Bindungskomponente A mit mindestens einer Bin- 
destelle fur die Erkennungsspezies B und 

(b) mindestens eine Erkennungsspezies B, die an die Bindungskomponente A binden 
kann und mindestens eine Bindestelle fiir ein Substrat S enthalt, dadurch gekennzeich- 
net. daB die Bindung der Bindungskomponente A an die Erkennungsspezies B in Form 
eines molekularen Paarungssystems erfolgt. 

2. Erkennungssystem nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet daB das Paarungssystem 
einen Komplex darstellt, der durch Assoziation der Bindungskomponente A mit der Er- 
kennungsspezies B uber nicht-kovalente Wechselwirkungen gebildet wird. 

3. Erkennungssystem nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die nicht-kovalenten 
Wechselwirkungen ausgewahlt sind aus Wasserstoffbriicken. Salzbriicken. Stapelung 
(..Stacking 14 ), Metalligandierungen. Charge-Transfer-Komplexe und hydrophobe Wech- 
selwirkungen. 

4. Erkennungssystem nach einem der Anspruche 1-3, dadurch gekennzeichnet. daB das 
molekulare Paarungssystem eine Nucleinsaure und deren Analoga enthalt. 

5. Erkennungssystem nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet. daB die Nucleinsauren 
und deren Analoga eine Pentose, vorzugsweise eine Pentopyranose oder Pentofuranose 
ist. 



6. 



Erkennungssystem nach Anspruch 5 ? dadurch gekennzeichnet. daB die Pentose ausge- 
wahlt ist aus einer Ribose. Arabinose, Lyxose oder Xylose. 
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7. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 4-6, dadurch gekennzeichnet. daB die 
Nucleinsaure und deren Analoga ausgewahlt ist aus Pyranosyl-RNA (p-RNA). Nuclein- 
saure mit einer oder mehreren Aminocyclohexyiethansaure(CNA)-Einheiten. peptidi- 
sche Nucleinsaure (PNA), oder einer Nucleinsaure mit einer oder mehreren [2-Amino- 

5 4-(carboxymethyl)cyclohexyl]-Nucleobasen. 

8. Erkennungssystem nach einem der Anspniche 4-7, dadurch gekennzeichnet. dafl die 
Nukleobase der Nucleinsaure oder deren Analoga ausgewahlt ist aus Purin, 2,6- 
Diaminopurin, 6-Purinthioh Pyridin, Pyrimidin, Adenin, Guanin, Isoguanin, 6- 

10 Thioguanin, Xanthin, Hypoxanthin, Thymidin, Cytosin. Isocytosin, Indol. Tryptamin, 

N-Phthaloyltryptamin, Uracil, Coffein, Theobromin, Theophyllin. Benzotriazol oder 
Acridin. 

9. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 4-8, dadurch gekennzeichnet. daB die 
15 Nucleinsaureanaloga ausgewahlt sind aus Ribopyranosyladenosin. Ribopyranosylgua- 

nosin. Ribopyranosylthymidin, Ribopyranosylcytosin. Ribopyranosyltryptamin oder 
Ribopyranosyi-N-phthaiotryptamin, Ribopyranosyl-uracil oder deren [2-Amino-4- 
(carboxymethyl)ribopyranosyl]-Derivate. 

20 10. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 4-9, dadurch gekennzeichnet. daB die 
Lange der Nucleinsaure und deren Analoga mindestens ca. 4-50. vorzugsweise minde- 
stens ca. 4-25. insbesondere mindestens ca. 4-15, vor allem mindestens ca. 4-10 Nu- 
kleotide ist. 

25 11. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 1-10, dadurch gekennzeichnet. daB die 
Bindungskomponente A an einem Trager immobilisiert ist. 

12. Erkennungssystem nach Anspruch IK dadurch gekennzeichnet. daB der Trager ausge- 
wahlt ist aus Keramik, MetalL insbesondere Edelmetall. Glaser. Kunststoffe. kristalline 
30 Materialien bzw. diinne Schichten des Tragers. insbesondere der genannten Materialien, 

oder (bio)molekulare Filamente, wie Cellulose, Geriistproteine. 



13. 



Erkennungssystem nach Anspruch 11 oder 12. dadurch gekennzeichnet, daB die Bin- 
dungskomponente A an einen Trager uber eine kovaiente Bindung, quasi-kovalente 
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Bindung oder supramolekulare Bindung durch Assoziation von zwei oder mehreren 
molekularen Spezien wie linearkonstituierte Molekiile. insbesondere Peptide. Peptoide, 
Proteine, lineare Oligo- oder Polysaccharide, Nucleinsauren und deren Analoga, oder 
Monomere wie Heterocyclen, insbesondere Stickstoffheterocyclen, oder nichtlinear 
konstituierte Molekiile wie verzweigte Oligo- oder Polysacharide oder Antikorper und 
deren funktionelle Teile wie Fv-Fragmente. einzelkettige Fv-Fragmente (scFv) oder 
Fab-Fragmente. immobilisiert ist. 

4. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 1 1-13, dadurch gekennzeichnet. dafl die 
Bindungskomponente A an definierten Stellen des Tragers, vorzugsweise in Form einer 
Matrix, immobilisiert ist. 

5. Erkennungssystem nach Anspruch 14 T dadurch gekennzeichnet, daB die definierten 
Stellen des Tragers adressiert sind. 

6. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 11-15, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Bindungskomponente A an eine Trager-Elektrode des Tragers immobilisiert ist. 

7. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 1-16 dadurch gekennzeichnet. daB die 
Erkennungsspezies B ein Biomolekul ist. 

8. Erkennungssystem nach Anspruch 17. dadurch gekennzeichnet. daB das Biomolekul 
ausgewahlt ist aus Peptid, Peptoid. Protein wie Rezeptor oder funktionelle Teile davon 
wie die extrazellulare Domane eines Membran-standigen Rezeptors, Antikorper oder 
funktionelle Teile davon wie Fv-Fragmente, einzelkettige Fv-Fragmente (scFv) oder 
Fab-Fragemente, oder Zellbestandteile wie Lipide, Glykoproteine. Filamentbestandteile, 
oder Viren, Virenbestandteile wie Kapside. oder Viroide. oder deren Derivate wie Ace- 
tate und deren wirksame Teile, oder Substanzbibliotheken wie Ensembles von sich 
strukturell unterscheidenden Verbindungen, vorzugsweise oligomere oder polymere 
Peptide, Peptoide, Saccharide, Nucleinsauren. 

9. Erkennungssystem nach einem der Anspriiche 1-18, dadurch gekennzeichnet. daB die 
immobilisierte Bindungskomponente A verschiedene Bindestellen fur verschiedene Er- 
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kennungsspezien B enthalt, wodurch verschiedene Erkennungsspezien B an der Bin- 
dungskomponente A binden konnen. 



20. Erkennungssystem nach einem der Anspruche 1-19, dadurch gekennzeichnet. daB min- 
destens eine weitere Erkennungsspezies B an die Bindungskomponente A immobilisiert 
ist. 



2 1 . Erkennungssystem nach Anspruch 1 9 oder 20, dadurch gekennzeichnet, dafi es 

(a) mindestens eine immobilisierte Bindungskomponente A mit mindestens 2+n ver- 
10 schiedenen Bindestellen fur mindestens 2+n verschiedene Erkennungsspezien B L B2 ... 

Bn und eine weitere von der Erkennungsspezies Bl, B2 ... Bn verschiedene Erken- 
nungsspezies B(n+3), die an die immobilisierte Bindungskomponente A immobilisiert 
ist. und 

(b) mindestens (n+3) verschiedene Erkennungsspezien B 1 , B2 ... B(n+3), 

15 wobei n eine ganze Zahl von 0-20, vorzugsweise 0-10, insbesondere 0-5, vor allem 0 

oder 1 bedeutet. 



22. Erkennungssystem nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet. daB die Erkennungs- 
spezies Bl, B2 ... Bn aus einer Substanzbibliothek stammt. 

20 

23. Erkennungssystem nach Anspruch 21 oder 22, dadurch gekennzeichnet, daB die Struk- 
tur der Erkennungsspezies B(n+3) bekannt ist. 



24. Erkennungssystem nach einem der Anspruche 19-23, dadurch gekennzeichnet, daB die 
verschiedenen Erkennungsspezien B dasselbe Substrat S erkennen. 



25. Erkennungssystem nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet. daB das Substrat S aus- 
gewahlt ist aus Molekiile. vorzugsweise Arzneistoffe und Pflanzenschutzwirkstoffe. 
Metaboliten. physiologische Botensfoffe, Derivate von Leitstrukturen, Substanzen, die 
30 im menschlichen oder tierischen Korper im Fall von krankhaften Veranderungen produ- 

ziert oder im erhbhten MaB produziert werden, oder Ubergangszustandanaloga, oder 
Peptide, Peptoide. Proteine wie Rezeptoren oder funktionelle Teile davon wie die extra- 
zellulare Domane eines Membran-standigen Rezeptors, Antikorper oder funktionelle 
Teile davon wie Fv-Fragmeme, einzelkettige Fv-Fragmente (scFv) oder Fab- 
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Fragemente. oder Zellbestandteile wie Lipide, Glykoproteine. Filamentbestandteile. 
Oder Viren, Virenbestandteile wie Kapside. oder Viroide, oder deren Derivate wie 
Acetate, oder Monomere wie Heterozyklen, insbesondere Stickstoffheterozyklen, oder 
nichtlinear konstituierte Molekiiie wie verzweigte Oligo- oder Polysaccharide, oder 
Substanzbibliotheken wie Ensembles von sich strukturell unterscheidenden Verbindun- 
gen, vorzugsweise oligomere oder polymere Peptide, Peptoide. Saccharide. Nucieinsau- 
ren. Ester. Acetale oder Monomere wie Heterocyclen. Lipide. Steroide, oder Angriffs- 
strukturen von Pharmaka, vorzugsweise Arzneimittelrezeptoren, spannungs-abhangige 
Ionenkanale, Transporter, Enzyme oder Biosynthese-Einheiten von Mikroorganismen. 

26. Erkennungssystem nach einem der Anspruche 1-25 T dadurch gekennzeichnet. dafl es 
einen Immunoassay darstellt. 

27. Verfahren zur Identifizierung eines Substrates S in einer Probe mit Hilfe des Erken- 
nungssy stems gemafl einem der Anspruche 1-26, dadurch gekennzeichnet. dafl 

(a) eine Erkennungsspezies B, die das Substrat S erkennt, mit der Probe in Kontakt 
gebracht wird, 

(b) gleichzeitig oder nacheinander mit einer immobilisierten Erkennungsspezies B in 
Kontakt gebracht wird, und 

(c) die Bildung eines Komplexes aus immobilisierter Bindungskomponente A. Erken- 
nungsspezies B und Substrat S nachgewiesen wird. 

28. Verfahren nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet. dafl die Bildung des Komplexes 
uber physikalische Parameter wie Temperatur, Salze, Losungsmitiel, elektrophoretische 
Vorgange gesteuert wird. 

29. Verfahren nach Anspruch 27 oder 28, dadurch gekennzeichnet. dafl der Komplex uber 
eine Markierung wie eine radioaktive oder fluoreszierende Markierung, enzymatische 
Markierung, Redoxmarkierung, Spinnmarkierung der Erkennungsspezies B nachgewie- 
sen wird, oder iiber den Komplex selbst, beispielsweise uber Elektrodenprozesse wie 
uber chemische Prozesse, z. B. Redoxprozesse in der Umgebung oder an der Elektrode 
oder uber eine physikalische MeflgroBe wie uber Impedanzmessung oder Gleichstrom- 
messung. 
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30. Verfahren nach einem der Anspriiche 27-29. dadurch gekennzeichnet ; daB in einem 
weiteren Schritt der Komplex aus Erkennungsspezies B und Substrat S isoliert wird. 

31. Verfahren nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, dafl der Komplex aus Erken- 
nungsspezies B und Substrat S nach Einfrieren des Bindungsgleichgewichts oder kova- 
lentes Cross-Linking von Erkennungsspezies B und Substrat S isoliert wird. 

32. Verwendung des Erkennungssystems gemafi einem der Anspriiche 1-26 zum Auffinden 
eines Substrates S, zur Diagnose, zur Herstellung eines Katalysators und/oder zur Her- 
stellung eines elektronischen Bauteils, insbesondere zum Auffinden, zur Optimierung 
und/oder zur Herstellung eines Arzneiwirkstoffes oder Pflanzenschutzwirkstoffes. 
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